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論 文 内 容 要 旨
造 血 組 織 は典 型 的 な再 生 系組 織 で あ って,電 離 放 射 線 や 制 が ん 剤 な ど に よ って 障害 を受 け や す
い 。外 因性 障 害 の他 に,内 因性 要 素 に支 配 され て発 生 す る疾 病 と して,白 血 病 な ど悲 惨 な疾 病 が
あ り,治 療 法 の開 発 が 強 く求 め られ て い る 。
造 血 機 構 に 関 す る基 礎 的研 究 は,細 胞 の増 殖 と分 化 に 関 す る研 究 と し て,も っ と も先 進 的 な学
問 分 野 で も あ る 。
赤 血 球,白 血 球,リ ンパ 球 な ど各 種 の 血 球 は,い ず れ も多 能 幹 細 胞 に 一 元 的 に 由来 す る もので
あ る こ と が知 られ て い るが,こ の うち造 血 多 能 幹 細 胞 は,X線 被 曝 マ ウ スに骨 ず い移 植 を した と
き に脾 コ ロニ ーを つ くる細 胞(CFU-S)と して,1961年 にTillとMcCullochに よ って実 験 的
に証 明 さ れ た 。
造 血 多 能 幹 細 胞 か ら白血 球 系 の 細 胞 に 分 化 す る こ とが 運 命 づ け られ た細 胞,す なわ ち 白血 球 前
駆 細 胞 に 関 す る研 究 は,Sachsら およ びMetcalfら に よ って,骨 ず い細 胞 の 軟 寒 天 培 養 法 が 確 立
され て以 来,急 速 な伸 展 を 遂 げ た。 白血 球 前 駆 細 胞 は,こ の 軟 寒 天 培養 法 で寒 天 中 に穎 粒 球 お よ
び 単 球 系 の コロ ニ・一を 形 成 す るの で,CFU-C(ColonyFormingUnitinCulture)と よ ば
れ て い る 。
CFU-Cが 増 殖 す るた め に は,CSF(ColonyStimulatingFactor)と よ ばれ る ホル モ ン様
物 質 が 必 要 で あ る 。CSFは,ヒ ト尿,血 清,各 種 ぞ う器 の 抽 出 液,各 種 細 胞 の培 養 液 な ど,種 々
の 材 料 の 中 に 存 在 す る こ とが 知 られ て い る 。
著 者 は,放 射 線 障 害 の 薬 学 的対 策 との 関連 に お い て,造 血 機 能 の 放 射 線 障 害 の 研 究 に従 事 して
きた 。前 述 した よ うに,造 血機 能 は,放 射 線 障害 を受 け や す い 。全 身 被 曝 後50%の 動 物 が30日 以
内 に 死亡 す る線 量,す な わ ちLD50/30は,動 物 の種 差 に よ って若 干 の 相 違 が あ るが,お よ そ400
R前 後で あ る 。 この程 度 の 被曝 を した場 合 は,造 血 機 能 の 障 害 が主 な原 因 と な って 動 物 は死 に至
る 。 ヒ トもま た例 外 で は な い 。穎 粒 球 系 血 球 は流 血 中で の 寿 命 が 短 い の で,造 血 機能 障害 の 中 で
も特 に問 題 と され る 。放 射 線 障 害 か ら生 き残 った 白血 球 前 駆 細 胞 の 増殖 を 促 す薬 学 的 手 段 が開 発
され れ ば,放 射 線 障害 の治 療 に 貢 献 す るで あ ろ う。 この よ うな 目的 を も って,著 者 は 以下 の研 究
を 行 な った 。
は じめ に,偽 感 染 症 を お こ させ た マ ウ スの脾 を 原 料 と して 可 溶性 物質 を抽 出 し,ゲ ル 炉 過 に よ
り粗 標 本 を 調 製 し,致 死 量 に 近 いX線 を 被 曝 した マ ウス に 注射 した とき 延命 効 果 を 示 す か ど うか
を 検 討 した 。 その 結 果,分 子 量 が 約20,000の 画 分 に 有 効 性 が 認 め られた 。 す な わ ち,30日 生 存 率
が 対 照 群 で は15%で あ った の に 対 し て,脾 抽 出物 投 与 群 で は65%に 高 ま った 。内 因性 脾 コ ロニ ー
の 数 が 増 加 した こ と な どか ら判 断 して,こ の脾 因子 はX線 被曝 動物 の造 血 機 能 の 回復 を 促 す こ と
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に よ り延命 効果 を示 した もの と推 定 した 。 従 来 の この種 の 実験 に 関 す る他 の研 究 者 の 報 告 で,必
らず し も好 成 績 が得 られ なか った の は,こ の 因子 の脾 中 の 貯 ぞ う量 が少 な い こ と に原 因が あ る と
思 わ れ る。 偽感 染 症 を起 して 脾 因 子 を 増 量 させ た 後,抽 出 物 を 調製 した 点 に著 者 の報 告 の 特 徴 が
あ る とい え よ う。
上記 因子 は,分 子 量 か ら判 断 す る と脾 細 胞 が ∫〃o〃oで つ くるCSFと 同 じ物 質 で あ る 可 能 姓
が 強 い 。 そ こで,次 の実 験 で は,ヒ ト尿 か ら高 純 度 に 精 製 したCSFを 用 い て,CSFが 勿 加'γo
でCFU-Cの 放射 線 障 害 の 回復 を 促 進iする作 用 が あ るか ど うかを,マ ウス骨 ず い細 胞 培 養 系 で 検
討 した 。 そ の結 果,CSF欠 乏 状 態 で は,CFU-Cの 放卑 線 感 受 性 が増 大 す る こ とが わ か った 。
CFU-Cの 放 射 線 障害 は,部 分 的 で は あ るが,CSF濃 度 に依 存 して 回復 可 能 で あ る とい う こ と
が で きよ う。 この実 験 結 果 は,脾 因 子 によ るX線 被曝 マ ウス の延 命 効 果 を示 した上 記 の実 験 結 果
が 造血 機能 障害 の軽 減 に も と つ くとい う推 論 を 支持 す る もの で あ る 。
続 い て,CSFの 分 子 的 性 質 を 明 らか に す る研 究 を行 な った 。前 述 した よ うに,CSF生 産 能 は
体 内 の種 々の組 織 に広 く分 布 して い るq物 質 と して も種 々の 材料 か ら精 製 さ れ るCSFは 分 子 的
多 様性 を示 す 。各 種 の組 織 に 共 通 して 存 在 す る細 胞種,す な わ ち マ ク ロ フ ァー ジ,リ ンパ 球,せ
ん い芽 細 胞 な どがCSFを 生 産 し,シ アロ糖 タンパ クで あ る た め に他 分子 との 会 合 や 糖 鎖 部 分 の 相
違 に も とつ く多 様 性 を 示 す もの と思 わ れ る 。
本研 究 で は,CSFの 原 料 と し てL・P3細 胞 の 培 養 液を 用 い た 。L・P3細 胞 は 株 化 し た 培 養
株 で,特 に無 血 清 合 成 培 地 で 培 養 で き るの で,種 々の 点 で有 利 で あ る か らで あ る 。L・P3細 胞
は増 殖 を 継 続 してい る最 中だ けで な く,培 養 器 中 の細 胞 数 が増 加 して細 胞 増 殖 が 停 止 した の ち も,
ほ ゴー 定 の速 度 でCSFを 分 泌 し続 け る こ とが わ か った 。 ま た,培 養 液 中 に放 出 され たCSFが,
プ ロテ ア ー ゼ に よ って不 活 性 化 され る こ とが な い こ とも確 認 した 。
この よ うに してL・P3細 胞 のCSFを 大 量 に プ ー ル し,硫 安 沈澱,ゲ ル 炉 過,等 電 点分 離,
DEAE一 セル ロー ズ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー でCSFを 精 製 した 。 最 初 の ゲ ル 炉 過 で は,.み か
け上 分 子 量 が 異 な る二 つ のCSF分 子 種 が 存在 す る こ とが示 され た が,精 製 を す す め る につ れ て
両 者 は 同一 物 質 で あ る こ とが 明 らか に な った 。高 分子 量 位 置 に 溶 出 した分 子 種 は,お そ ら くCSF
が他 の高 分 子 と会 合 した もの で あ る と思 わ れ る。上 記4段 階 の精 製 後,L・P3細 胞 のCSFは
4.3Sの 沈 降 係 数(M.W.63,000に 相 当)を もつ シア ロ糖 タ ンパ クで あ る こ と が確 認 され た 。 す
な わ ち,こ のCSFはpH3.5附 近 に 等 電 点 を もち,ノ イ ラ ミニ ダ ー ゼ処 理 に よ って,等 電 点 が
pH5.4に 移動 した 。
L・P3細 胞 のCSFを 界 面 活 性 剤,ト リ トンX-100の 存 在 下 で ゲ ル 炉 過 を行 な うと,3.4S
の 沈 降係 数(M.W.44,000に 相 当)を 示 し,pH5.3に 等電 点 を もつCSF分 子 種 が得 られ た 。 プ
・ロ
.テア ー ゼ 阻害 剤 で あ る ロイ ペ プ チ ンを 添 加 してL・P3細 胞 の培 養 な らび に そ れ に ひ き続 くCSF
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・の 精 製 を 行 な うと,ト リ トンX-100に よ ってCSFの 分 子 量 が 低 下 し等 電 点 が 変 ると い う現 象
が み られ な くな る こ とか ら,ト リ トンX-100はCSFの 他 分 子 との 会 合 を 解 離 させ るだ け で な
く,粗 標 本 中 に含 まれ る プ ロテ ア ー ゼ に よ ってCSFが 部 分 的 に消 化 され る反 応 を も誘 発 して,
上 記 の よ う な分 子 種 を 与 え る もの と推 定 し た。 い ず れ に して も,上 記 の 実験 結果 は,シ アル 酸 残
基 の み な らず シ アル 酸 残 基 を に な った 糖 ペ プ チ ド鎖 まで が,CSFの 白 血 球 前 駆 細 胞増 殖 促 進 効
果 と直 接 関 係 して い ない こ とを 示 す 。
続 い てL・P3細 胞 と同 じ く無 血 清 培 地 で 生 育 可 能 な 細 胞 株 の 中 か ら3種 類 を選 び,そ れ らの細
胞 ⑱ 生 産 す るCSFの 性 質 をL・P3細 胞 のCSFと 比 較 検 討 し,.そ の性 質 の 共 通性 を検 討 した 。
L・P3細 胞,JTC-25・P3細 胞(ラ ッ ト肝 由 来),JTC-12・P3細 胞(サ ル 腎 由来),
RSP-2・P3細 胞(ラ ッ ト脾 由 来)の 培 養液 を 集 め,濃 縮 後,等 電 点 分離 を 行 な った 。す べ て
の 細 胞 か らのCSFが 酸 性 側 に等 電 点 を も ち,シ ア ロ糖 タ ンパ クで あ る こ とが 予想 され た 。 そ こ
で 分子 の 多 様性 の 原 因 の 一 つ と考 え られ る シア ル 酸 を 除 くた め に,ノ イ ラ ミニ ダ ー ゼで 処 理 し,
続 い て会 合 体 を 解 離 させ る条 件 下,す なわ ち6Mグ アニ ジ ン存在 下 で ゲ ル ク ロマ トグ ラ フ ィーを
行 な った 。 また,こ れ らのCSF添 加 に よ り軟 寒 天 上 に形 成 した コ ロニ・一 の細 胞 形 態 を 観 察 した。
そ の結 果,検 討 した 細 胞株 の生 産 す るすべ て のCSFは2種 類 のCSFに 大 別 す る ことが で き た。
す な わ ち ・L・P3細 胞 のCSFを は じめ と してJTC-25・P3細 胞 ・JTC-12・P3細 胞 の
CSFが ゲ ル炉 過 の溶 出 位 置 か ら推 定 して 約40,000の 分 子 量 を も ち,軟 寒 天 上 に主 と して 単 球 系
コ ロニ ーを 形 成 させ た の に対 し,RSP-2・P3細 胞 のCSFは,約20,000の 分 子 量 を も ち,主
と して穎 粒 球 コ ロニ ー の形 成 を促 進 した 。
こ れ らの 結 果 は,種 々の材 料 か ら得 られ る多 種 多 様 なCSFも,み か け上 の 分 子 の 多 様 性 を 示
す 原 因を と り除 い て い くと,.分 子 量,1生 物 作 用 が と も に異 な った 二 種 類 のCSFに 集 約 で き る可
能 性 を 示 してい る 。
一 方 ,マ ウ ス骨 ず い細 胞 を 培 養 す る際 に,赤 血 球,ま た は赤 血 球 膜 破 片 な どを 加 え る とCSF
の 作 用 が 増 強 され る こ とが 知 られ てい る 。著 者 は ラ ッ ト赤 血 球 をSE一 セル ロ ー ズ カ ラ ム 法 に よ
って 他 の 血 球 か ら分 離 し,低 張 処 理 を 行 な って,CSF活 性 増 強 作 用 を もつ 赤 血 球 因子 を 可 溶 化
す る こ とに 成 功 した 。 この 赤 血 球 因 子 は,骨 ず い 細 胞 を 軟 寒 天 培 地 で 培 養 した と きだ け で な く,
液 体 培 地 中 で 培 養 した と きに も,CSF活 性 を 増 強 す る効 果 を 示 した 。 また,L細 胞 のCSFを 用
い た と きだ けで は な く,マ ウ ス血 清 中 に 存 在 す るCSFを 用 いた ときに も赤血 球 因子 の 効果 が認 め
られ た 。 同 じ造 血 系 に 属 す る血 球 同 志 の 間 に この よ うな 物 質 を 仲 介 と した 相 互 関 係 が存 在 す る こ
と は 興 味深 い 。
CSFや 赤 血 球 因 子 が,生 体 内 で も 白血 球 前駆 細 胞 の 増 殖 を 統 制 して い る物質 で あ るか 否 か に
っ い て は 今 の と こ ろ確 証 は な い 。 しか し,培 養 系 に 移 され た と き,CSFな しで はCFU-Cの 増
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殖がおこらないことは事実である。また,造 血機構の基礎的研究や白血病の診断など臨床的研究
にも,CSFは 種 々の面で多くの研 究者によって利用されている。細胞種特異性の高い細胞成長
因子のひとつとして,CSFに 関する生 化学 的研究,細 胞生物学的研究,な らびに臨床医学的研
究は,今 後の発展が期待されている。
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審 査 結 果 の 要 旨
骨髄の幹細胞から種 々の血液細胞へ増殖分化する過程に液性因子であるcolony-stimulating
factor(qSF)が 関与 しているという考えは定説化 しているが,著 者は実際に生体内でのそのよ
うな物質の働 きを証明する方向の研究を行 うとともに,培 養細胞としてマウスL・P3細 胞 の産
生するCSFに ついての物質的本態の追求,赤 血球のCFS活 性増強因子の検討,無 血清培地で継





るとともに内因性脾 コロニー数の増加を見る方法によってもまたCSFの 存在を立証 した。
さらにマウスL・P3細 胞の産生するCSFに ついて検討を加え,ゲ ル濾過法によって分子量を
約8万 と定め,ノ イラミニダーゼ処理によって活性が消失 しないがウル トロゲルカラムか らの溶
出位置が変化することによって本来のCSFは シアロ糖蛋 白質であることを明らかにした。この
シアル酸残基を持 った糖鎖は トリトンX-100処 理によってCSF本 体から離 脱するがそれで も
CSF活 性は変化せずこの操作によって分子量は6万3000ま で低下した。
ラット全血か らSEセ ルローズカラムを通して精製した赤血球の低張処理抽出液中にCSF活 性
の増強因子があることを発見 した。
さらに従来無血清(無 タンパク)培 地で培養可能な細胞が産生するCSFに ついての研究が マ
ウスL・P3細 胞に限 られていた点を打破し,最 近の細胞培養技術の向上を活用してJTC-21・P3
(ラ ット肝実質細胞),JTC-12・P3(サ ル腎細胞),HeLa・P3(ヒ ト子宮がん細胞)そ の
他,合 計13種 類の培養細胞について,そ れらが無血清培地で培養された場合にも多かれ少なかれ
CSFを 産生することを発見した。
これらの研究成果は放射線障害に際して見 られる致命的な造血機能障害の薬物療法に発展 しう
るものであって薬学研究の上に重要な貢献をなしたるものである。従 って薬学博士の学位を授与
するに十分な内容を持つものと判定 される。
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